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Å. Ê. Ôåòèñîâà è äð.
Ìèòîõîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííûé àíòèîêñèäàíò SkQR1 èçáèðàòåëüíî çàùèùàåò êëåòêè

Íà ïðèìåðå êëåòîê ýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 ïîêàçàíû ðàäèîïðîòåêòîðíûå ñâîéñòâà ìèòî-
õîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííîãî àíòèîêñèäàíòà SkQR1. Êóëüòèâàöèÿ ñ SkQR1 ñíèæàëà îáðàçîâàíèå äâóõ-
íèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ, çíà÷èòåëüíî óìåíüøàëà ÷èñëî õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé, èíãèáèðîâàëà îáðàçî-
âàíèå îòñðî÷åííûõ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ), èíäóöèðîâàííûõ ãàììà-îáëó÷åíèåì. Èíãèáèðóÿ
îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ è íîðìàëèçóÿ ôóíêöèè ìèòîõîíäðèé, ìèòîõîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííûå àíòèîêñè-
äàíòû, ïî-âèäèìîìó, ìîãóò ñëóæèòü äëÿ çàùèòû êëåòîê íå òîëüêî îò íåïîñðåäñòâåííûõ, íî è îò îòäà-
ëåííûõ ïîñëåäñòâèé îáëó÷åíèÿ, òàêèõ êàê íåñòàáèëüíîñòü ãåíîìà. SkQR1 íå èìåë ðàäèîïðîòåêòîðíîãî
ñâîéñòâà â îòíîøåíèè ñóáëèíèè êëåòîê K562, îáëàäàþùåé ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷è-
âîñòüþ (ÌËÓ). Íåýôôåêòèâíñòü SkQR1 áûëà îáóñëîâëåíà åãî îòêà÷êîé èç ðåçèñòåíòíûõ êëåòîê ñ ïî-
ìîùüþ òðàíñïîðòíîãî áåëêà Pgp 170. Ýòî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü SkQR1 è åãî àíàëîãè äëÿ èçáèðàòåëü-
íîé çàùèòû îò îáëó÷åíèÿ íîðìàëüíûõ òêàíåé ïðè ðàäèîòåðàïèè îïóõîëåâûõ íîâîîáðàçîâàíèé ñ âûñî-
êèì óðîâíåì ÌËÓ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àáåððàöèè, àíòèîêñèäàíòû, ÀÔÊ, ÄÍÐ, ðàäèîïðîòåêöèÿ, ìèòîõîíäðèè, ÌËÓ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ÄÍÐ — äâóõíèòåâûå ðàçðûâû,
ÌËÓ — ìíîæåñòâåííàÿ ëåêàðñòâåííàÿ óñòîé÷èâîñòü, DCF-DA — 2R,7R-äèõëîðäèãèäðîôëóîðåñöåèí-äèà-
öåòàò, MnSOD — Mn-ñóïåðîêñèääèñìóòàçà; SkQR1 — ïëàñòîõèíîíèëäåöèëðîäàìèí 19, g-H2AX — ôîñ-
ôîðèëèðîâàííàÿ ôîðìà ãèñòîíà H2AX.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ çàùèòà îò îáëó÷åíèÿ ÿâëÿåòñÿ àê-
òóàëüíîé ïðîáëåìîé, ïîñêîëüêó â ðåçóëüòàòå ðàçâèòèÿ
àòîìíîé ýíåðãåòèêè, ïðèìåíåíèÿ ðàäèàöèîííûõ ìàòåðèà-
ëîâ â ïðîìûøëåííîñòè, íàóêå è ìåäèöèíå ðàñøèðÿåòñÿ
êðóã ëèö, èìåþùèõ ïî ðîäó ïðîôåññèîíàëüíîé äåÿòåëü-
íîñòè êîíòàêò ñ èñòî÷íèêàìè èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè.
Êðîìå òîãî, âñëåäñòâèå àâàðèé íà îáúåêòàõ àòîìíîé ïðî-
ìûøëåííîñòè îïðåäåëåííûå ãðóïïû íàñåëåíèÿ ïðîæèâà-
þò â ðåãèîíàõ ñ ïîâûøåííûì ðàäèîàêòèâíûì ôîíîì,
ñâÿçàííûì ñ ðàäèîàêòèâíûì çàãðÿçíåíèåì ìåñòíîñòè.
Ýòî îáóñëîâëèâàåò âàæíîñòü ïîèñêîâ çàùèòû îò ýôôåê-
òîâ íèçêî- è ñðåäíåèíòåíñèâíîãî îáëó÷åíèÿ è îäíîêðàò-
íûõ ðàäèàöèîííûõ âîçäåéñòâèé â ìàëûõ è ñðåäíèõ äîçàõ.
Èçâåñòíî, ÷òî â îñíîâå ïîâðåæäàþùåãî äåéñòâèÿ ðàçíîãî
ðîäà îáëó÷åíèé ëåæàò îáðàçîâàíèå àêòèâíûõ ôîðì êèñ-
ëîðîäà (ÀÔÊ) è èíäóêöèÿ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà (Riley,
1994; von Sonntag, 2006). Ïðè g-îáëó÷åíèè âîäû ïðîèñ-
õîäèò åå ðàäèîëèç, ñîïðîâîæäàþùèéñÿ ãåíåðàöèåé ïåð-
âè÷íûõ ÀÔÊ, êîòîðûå çàòåì ïðåâðàùàþòñÿ â ïåðîêñèä
âîäîðîäà (Åwiïg, Jînås, 1987). Ïðè âçàèìîäåéñòâèè ÀÔÊ

ñ îðãàíè÷åñêèìè ìîëåêóëàìè îáðàçóþòñÿ âòîðè÷íûå ðà-
äèêàëû, êîòîðûå ìîãóò ïðèâîäèòü ê ãèáåëè êëåòêè èëè åå
êàíöåðîãåííîìó ïåðåðîæäåíèþ (Ñårutti, 1985; Gobbel
et al., 1998).

Äîëãîå âðåìÿ ÿäåðíàÿ ÄÍÊ ñ÷èòàëàñü îñíîâíûì îáú-
åêòîì ðàäèàöèîííîãî ïîâðåæäåíèÿ. Îäíàêî, ïî ïîñëåä-
íèì äàííûì, ïðè îáëó÷åíèè ïîâðåæäàþòñÿ è ìíîãèå äðó-
ãèå êëåòî÷íûå ñòðóêòóðû, íàèáîëåå çíà÷èìûìè èç êîòî-
ðûõ ÿâëÿþòñÿ ìèòîõîíäðèè (Azzam et al., 2012; Kam,
Banati, 2013). Íàèáîëåå ðàííèå ñâèäåòåëüñòâà îïðåäåëÿþ-
ùåé ðîëè ìèòîõîíäðèàëüíûõ ÀÔÊ ïðè ðàäèàöèîííî-èí-
äóöèðîâàííîì ïîâðåæäåíèè áàçèðîâàëèñü íà ðàäèîïðî-
òåêòîðíîì ýôôåêòå ãèïåðýêñïðåññèè ìèòîõîíäðèàëüíîé
Mn-ñóïåðîêñèääèñìóòàçû (MnSOD), èãðàþùåé âàæíóþ
ðîëü â àíòèîêñèäàíòíîé çàùèòå êëåòêè (Hirose et al.,
1993; Motoori et al., 2001). Ñòàáèëüíûé íèòðîêñèëüíûé
ðàäèêàë (ÒÅÌÐÎ), àäðåñîâàííûé â ìèòîõîíäðèè ïîñðåä-
ñòâîì êîíúþãàöèè åãî ñ ãðàìèöèäèíîì S (Jiang et al.,
2008) èëè òðèôåíèëôîñôîíèåì (Huang et al., 2010), òàêæå
îáëàäàë ðàäèîïðîòåêòîðíûìè ñâîéñòâàìè, ïðåäîòâðàùàÿ
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íàêîïëåíèå ÀÔÊ â ìèòîõîíäðèÿõ. Ñîãëàñíî äàííûì èç
ëèòåðàòóðû, â ïåðâûå ìèíóòû ïîñëå îáëó÷åíèÿ ïðîèñõî-
äèò êðàòêîâðåìåííîå óâåëè÷åíèå ìèòîõîíäðèàëüíûõ
ÀÔÊ (Leach et al., 2001). Ñïóñòÿ íåñêîëüêî ÷àñîâ â ìèòî-
õîíäðèÿõ íàêàïëèâàþòñÿ ïîçäíèå (îòñðî÷åííûå) ÀÔÊ.
Èõ ãåíåðàöèÿ ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ ïîâðåæäåíèåì ìåìá-
ðàíû ìèòîõîíäðèé è êîìïëåêñîâ ýëåêòðîí-òðàíñïîðòíîé
öåïè, ÷òî ïðèâîäèò ê ïåðñèñòèðóþùåìó îêèñëèòåëüíîìó
ñòðåññó (Tulard et al., 2003; Yoshida et al., 2012). Ïðè îáëó-
÷åíèè âî âíóòðåííåé ìåìáðàíå ìèòîõîíäðèé ïðîèñõîäèò
èçáèðàòåëüíîå îêèñëåíèå êàðäèîëèïèíà, â òî âðåìÿ êàê
äðóãèå ôîñôîëèïèäû, áîëåå ìíîãî÷èñëåííûå, íå ïîäâåð-
ãàþòñÿ îêèñëåíèþ (Tyurina et al., 2011). Îêèñëåíèå êàð-
äèîëèïèíà, êàòàëèçèðóåìîå öèòîõðîìîì Ñ, ñïîñîáñòâóåò
âûñâîáîæäåíèþ èç ìèòîõîíäðèé ðÿäà áåëêîâ (Kagan
et al., 2005), êîòîðûå, âûõîäÿ â öèòîçîëü êëåòêè, èíäóöè-
ðóþò àïîïòîç (Ogura et al., 2009; Indo et al., 2012). Çàùèòà
êàðäèîëèïèíà îò îêèñëåíèÿ ñ ïîìîùüþ ìèòîõîíäðèàëü-
íî-íàïðàâëåííûõ àíàëîãîâ îëåèíîâîé è ñòåàðèíîâîé êèñ-
ëîò ïðèâîäèò ê çàùèòå âñåé êëåòêè îò ðàäèàöèîííîãî ïî-
âðåæäåíèÿ (Atkinson et al., 2013). Òàêèì îáðàçîì, ó÷àñòèå
ìèòîõîíäðèàëüíûõ ÀÔÊ â èíäóêöèè àïîïòîçà ïðè îáëó-
÷åíèè íå âûçûâàåò ñîìíåíèé.

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â âûÿñíåíèè
âîçìîæíîé ðîëè ìèòîõîíäðèàëüíûõ ÀÔÊ â ðàäèàöèîí-
íîì ïîâðåæäåíèè ÿäåðíîé ÄÍÊ. Íàìè èññëåäîâàíî äåé-
ñòâèå ìèòîõîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííîãî àíòèîêñèäàíòà
ïëàñòîõèíîíèë-äåöèë-ðîäàìèíà 19 (SkQR1), êîòîðûé ñî-
äåðæèò îñòàòîê ïëàñòîõèíîíà (àíòèîêñèäàíò), êîíúþãè-
ðîâàííîãî ñ ðîäàìèíîì 19 (êàòèîí) ïîñðåäñòâîì äåêàíî-
âîãî ëèíêåðà (Àíòîíåíêî è äð., 2008). Êàê áûëî ïîêàçàíî
ðàíåå, SkQR1 èçáèðàòåëüíî íàêàïëèâàåòñÿ â ìèòîõîíäðè-
ÿõ ðàçëè÷íûõ êëåòîê è ïðåïÿòñòâóåò ðàçâèòèþ àïîïòîçà,
èíäóöèðîâàííîãî îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì (Àíòîíåíêî
è äð., 2008; Fetisova et al., 2010; Ôåòèñîâà è äð., 2011). Â
ýêñïåðèìåíòàõ íà æèâîòíûõ áûëî ïîêàçàíî çàùèòíîå
äåéñòâèå SkQR1 ïðè èøåìè÷åñêîì ïîâðåæäåíèè ìîçãà è
ïî÷åê, à òàêæå ïðè îñòðîì ñåïòè÷åñêîì ïèåëîíåôðèòå
(Silachev et al., 2012; Plotnikov et al., 2013). Â íàñòîÿùåé
ðàáîòå íà êëåòêàõ ýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 ïîêàçà-
íî, ÷òî SkQR1 ïðåäîòâðàùàåò îáðàçîâàíèå äâóõíèòåâûõ
ðàçðûâîâ ÄÍÊ è õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé, âûçâàííûõ îá-
ëó÷åíèåì.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè (Fetisova et al., 2010; Ôåòèñîâà
è äð., 2011), ÷òî SkQR1 ÿâëÿåòñÿ ñóáñòðàòîì òðàíñïîðò-
íîãî áåëêà Pgp 170, îïðåäåëÿþùåãî ìíîæåñòâåííóþ ëå-
êàðñòâåííóþ óñòîé÷èâîñòü (ÌËÓ) ìíîãèõ îïóõîëåé. Íà-
ñòîÿùèå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî îòêà÷êà SkQR1 èç
êëåòîê, îáëàäàþùèõ ÌËÓ, ïðåäîòâðàùàåò åãî ðàäèîïðî-
òåêòîðíîå äåéñòâèå. Ýòî óêàçûâàåò íà âîçìîæíîñòü èñïî-
ëüçîâàíèÿ SkQR1 è åãî àíàëîãîâ äëÿ èçáèðàòåëüíîé çà-
ùèòû îò îáëó÷åíèÿ íîðìàëüíûõ òêàíåé ïðè ðàäèîòåðà-
ïèè ÌËÓ-ïîëîæèòåëüíûõ îïóõîëåé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Èñïîëüçîâàëè êëåòêè ýðèòðîëåéêåìèè ÷å-
ëîâåêà K562 (Lozzio, Lozzio, 1975) è ñóáëèíèþ ýòèõ êëå-
òîê ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì ÌËÓ (òàê íàçûâàåìóþ ðåçè-
ñòåíòíóþ ñóáëèíèþ). Êëåòêè ðåçèñòåíòíîé ñóáëèíèè
áûëè ïîëó÷åíû â ðåçóëüòàòå ñåëåêöèè èñõîäíîé ëèíèè
K562 ñ ïîìîùüþ äîêñîðóáèöèíà (Êàëèíèíà è äð., 2006).
Â ýòèõ êëåòêàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíîé ëèíèåé K562
çíà÷èòåëüíî ïîâûøåíà ýêñïðåññèÿ îäíîãî èç îñíîâíûõ

áåëêîâ ÌËÓ Pgp 170. Èñõîäíàÿ ëèíèÿ K562 è åå «ðåçè-
ñòåíòíàÿ» ñóáëèíèÿ ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì ÌËÓ ñëóæàò
êëàññè÷åñêîé ìîäåëüþ ïðè èçó÷åíèè ÌËÓ. Âûñîêèé óðî-
âåíü ýêñïðåññèè Pgp 170 â ýòèõ êëåòêàõ ïîäòâåðæäåí
íàìè ðàíåå (Fetisova et al., 2010).

Êëåòêè âûðàùèâàëè íà ñðåäå RPMI-1640 (ÏàíÝêî,
Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 10 % òåëÿ÷üåé ýìáðèîíàëüíîé ñû-
âîðîòêè (HyClone, ÑØÀ), ãëþòàìèí è àíòèáèîòèêè
ñòðåïòîìèöèí è ïåíèöèëëèí (ïî 100 Å/ìë êàæäîãî) ïðè
37 °Ñ è 5 % ÑÎ2.

Ï î ë ó ÷ å í è å ê ë å ò î ê è ç î ï å ð à ö è î í í î ã î ì à -
ò å ð è à ë à î ï ó õ î ë å é ì î ë î ÷ í î é æ å ë å ç û ÷ å ë î â å -
êà. Îáðàçöû îïóõîëåâîãî ìàòåðèàëà ïîëó÷àëè â îòäåëå
ïàòîëîãè÷åñêîé àíàòîìèè ÷åëîâåêà Ðîññèéñêîãî îíêîëî-
ãè÷åñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà èì. À. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ. Îá-
ðàçöû îïóõîëè ïðîìûâàëè ñðåäîé, ñîäåðæàùåé 2 % ñû-
âîðîòêè, èçìåëü÷àëè â íåáîëüøîì êîëè÷åñòâå ðàñòâîðà
òðèïñèíà, ïðîäàâëèâàëè ÷åðåç äèññîöèèðóþùóþ ñåòî÷êó
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ), ïîâòîðíî ïðîìûâàëè ñðåäîé è
äâàæäû öåíòðèôóãèðîâàëè (900 îá/ìèí, 3 ìèí). Âçâåñü
êëåòîê â ìàëîì êîëè÷åñòâå ñðåäû âíîñèëè â ìàëåíüêèå
÷àøêè Ïåòðè, ñîäåðæàùèå ïîêðîâíûå ñòåêëà ðàçìåðîì
18�18 ìì. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñðåäó RPMI, ñîäåðæà-
ùóþ 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè è îáîãàùåííóþ
ãëþêîçîé, èíñóëèíîì, âèòàìèíàìè è àìèíîêèñëîòàìè.

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å â ï ð è ñ ó ò ñ ò â è è S k Q R 1
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 7 ñóò, ïðåäøåñòâóþùèõ îáëó÷åíèþ.
Íàêîïëåíèå SkQR1 â ìèòîõîíäðèÿõ êëåòîê ðåãèñòðèðî-
âàëè ïî ôëóîðåñöåíöèè ðîäàìèíà 19, èñïîëüçóÿ êîíôî-
êàëüíûé ìèêðîñêîï (Carl Zeiss ñ ïðèñòàâêîé LSM 510).
Â áîëüøèíñòâå ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè SkQR1 â
êîíöåíòðàöèè 20 íÌ, êîòîðàÿ áûëà îïòèìàëüíîé äëÿ çà-
ùèòû îò îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà (Àíòîíåíêî è äð., 2008;
Fetisova et al., 2010).

Ä ë ÿ à í à ë è ç à ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à êëåòêè ôèê-
ñèðîâàëè 70%-íûì ëåäÿíûì ýòàíîëîì, îáðàáàòûâàëè
ÐÍÊàçîé, îêðàøèâàëè èîäèñòûì ïðîïèäèåì è àíàëèçèðî-
âàëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîãî öèòîôëóîðèìåòðà (FC 500,
Beckman Coulter, ÑØÀ).

Î á ë ó ÷ å í è å ê ë å ò î ê ïðîâîäèëè â Ìåäèöèíñêîì
ðàäèîëîãè÷åñêîì íàó÷íîì öåíòðå, èñïîëüçóÿ àïïàðàò
Ëó÷ 1 (Ðîññèÿ), èñòî÷íèê g-èçëó÷åíèÿ Ñî60, ìîùíîñòü èç-
ëó÷åíèÿ 12 ñÃð/ìèí, äîçà îáëó÷åíèÿ 1.5 Ãð.

Î ï ð å ä å ë å í è å ä â ó õ í è ò å â û õ ð à ç ð û â î â
ÄÍÊ. Ñîäåðæàíèå ôîñôîðèëèðîâàííîãî ãèñòîíà H2AX
(g-H2AX), êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì äâóõíèòåâûõ ðàç-
ðûâîâ ÄÍÊ, îïðåäåëÿëè èììóíîìîðôîëîãè÷åñêèì ìåòî-
äîì. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå
àíòèòåëà ê g-H2AX (Millipore, ÑØÀ) è âòîðè÷íûå àíòèòå-
ëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ êðàñèòåëåì Oregon Green (Invitro-
gene, ÑØÀ). Ïîñëå îáëó÷åíèÿ êëåòêè â òå÷åíèå 1 ÷ âû-
äåðæèâàëè ïðè 37 °Ñ, ïðîìûâàëè ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñ-
òâîðîì è ôèêñèðîâàëè 2%-íûì ôîðìàëèíîì, ïîñëå ÷åãî â
òå÷åíèå 1 ìèí îáðàáàòûâàëè ìåòàíîëîì ïðè –20 °Ñ, ïðî-
ìûâàëè ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì è èíêóáèðîâàëè ñ
àíòèòåëàìè ê g-H2AX ïðè 4 °C â òå÷åíèå 15 ÷. Íà ñëåäóþ-
ùèé äåíü êëåòêè îáðàáàòûâàëè âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè
è îêðàøèâàëè ÿäðà êëåòîê ñ ïîìîùüþ Õ¸õñòà 33342.
Ñúåìêó ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè íà èíâåðòèðîâàííîì ôëó-
îðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå Axiovert 200M, èñïîëüçóÿ îáú-
åêòèâ 63� ñ àïåðòóðîé 1.3 (Zeiss, Ãåðìàíèÿ), îáîðóäîâàí-
íîì îõëàæäàåìîé CCD-êàìåðîé Orca II — ERG (Hama-
matsu, ßïîíèÿ, ýôôåêòèâíûé ðàçìåð ïèêñåëÿ 100 íì), ïîä
êîíòðîëåì ïðîãðàììû AxioVision (âåðñèÿ 4). Îáðàç-
öû ôîòîãðàôèðîâàëè ñ øàãîì ôîêóñèðîâêè 250 íì (ïî
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500 ôîòîãðàôèé íà òî÷êó) è ïðîâîäèëè äåêîíâîëþöèþ ñ
èñïîëüçîâàíèåì èíòåðàêòèâíîãî ëèìèòèðóþùåãî àëãî-
ðèòìà. Îáðàáîòêó è àíàëèç èçîáðàæåíèé ïðîâîäèëè ïðè
ïîìîùè ïðîãðàììû ImageJ (Rasband W., http:/rsb.info.
nih.gov/ij/). Äëÿ ñåãìåíòàöèè ÿäåð èñïîëüçîâàëè ïðîåêöèè
ìàêñèìàëüíîé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â êàíàëå
DAPI ñ ïðèìåíåíèåì àëãîðèòìà Îöó. Èçìåðåíèå èíòå-
ãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè g-H2AX ïðîâîäèëîñü íà ïðîåê-
öèÿõ ñóììàðíîé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïî ìàñêå
ñåãìåíòèðîâàííûõ ÿäåð.

Ï î ä ñ ÷ å ò õ ð î ì î ñ î ì í û õ à á å ð ð à ö è é. ×åðåç
24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â êóëüòóðó ââîäèëè äåìèêîëüöèí
(5 ìêã/ìë) íà 2 ÷ äëÿ íàêîïëåíèÿ ìåòàôàçíûõ êëåòîê. Çà-
òåì êëåòêè öåíòðèôóãèðîâàëè, ê îñàäêó äîáàâëÿëè ãèïî-
òîíè÷åñêèé ðàñòâîð 0.075 Ì KCl íà 10 ìèí, ïîñëå ÷åãî
ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòèëîâîãî ñïèðòà è ëåäÿíîé óêñóñ-
íîé êèñëîòû (3 : 1), ðàñêàïûâàëè íà ñòåêëà, âûñóøèâàëè
è îêðàøèâàëè ïî Ãèìçà. Â ìåòàôàçàõ ïîäñ÷èòûâàëè õðî-
ìîñîìíûå àáåððàöèè.

Ä ë ÿ î ï ð å ä å ë å í è ÿ À Ô Ê êëåòêè èíêóáèðîâàëè â
êóëüòóðàëüíîé ñðåäå â ïðèñóòñòâèè 5 ìêÌ 2R,7R-äèõëîð-
äèãèäðîôëóîðåñöåèí-äèàöåòàòà (DCF-DA) 20 ìèí ïðè
37 °Ñ. Ôëóîðåñöåíöèþ îöåíèâàëè ïðè 480 íì, èñïîëüçóÿ

ïðîòî÷íûé öèòîôëóîðèìåòð FC500 (Beckman Coulter,
ÑØÀ).

Âñå ýêñïåðèìåíòû áûëè âûïîëíåíû íå ìåíåå ÷åì â
òðåõ ïîâòîðíîñòÿõ. Ðåçóëüòàòû âûðàæàëè êàê ñðåäíåå
çíà÷åíèå è åãî ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå è îáðàáàòûâàëè
ñòàòèñòè÷åñêè ñ èñïîëüçîâàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.
Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè P < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

S k Q R 1 ï ð å ä î ò â ð à ù à å ò î á ð à ç î â à í è å ä â ó õ -
í è ò å â û õ ð à ç ð û â î â Ä Í Ê, è í ä ó ö è ð î â à í í û õ
g - î á ë ó ÷ å í è å ì. Ôîñôîðèëèðîâàíèå ãèñòîíà Í2ÀÕ ñî-
ïóòñòâóåò äâóõíèòåâûì ðàçðûâàì ÄÍÊ (ÄÍÐ), ÷òî îáó-
ñëîâëåíî åãî ó÷àñòèåì â ðåïàðàöèè ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ
ïóòåì êîíöåíòðàöèè è ñòàáèëèçàöèè ðåïàðàöèîííûõ áåë-
êîâ â ó÷àñòêàõ ðàçðûâà (Cucinotta et al., 2008). Íàêîïëå-
íèå ôîñôîðèëèðîâàííîãî ãèñòîíà H2AX (g-H2AX) â ÿä-
ðàõ îáëó÷åííûõ êëåòîê òåñòèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè-
÷åñêèõ àíòèòåë. Ñóììàðíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ (integrated
intensity), îòðàæàþùàÿ ñîäåðæàíèå ôîñôîðèëèðîâàííîãî
ãèñòîíà, âîçðàñòàëà ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Â êëåòêàõ,
êóëüòèâèðîâàííûõ äî îáëó÷åíèÿ â ïðèñóòñòâèè SkQR1,
êîëè÷åñòâî g-Í2ÀÕ ïðàêòè÷åñêè ñîîòâåòñòâîâàëî êîíò-
ðîëüíîìó óðîâíþ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïðèâåäåíû íà

892 Å. Ê. Ôåòèñîâà è äð.

Ðèñ. 1. Ðàäèîïðîòåêòîðíîå äåéñòâèå ñîåäèíåíèÿ SkQR1 â êëåò-
êàõ K562.

à — ñîäåðæàíèå ôîñôîðèëèðîâàííîãî ãèñòîíà H2AX (g -H2AX) â êëåò-
êàõ K562 ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå ãàììà-îáëó÷åíèÿ; êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â
ïðèñóòñòâèè 20 íÌ SkQR1 â òå÷åíèå 7 ñóò. á — ÷èñëî õðîìîñîìíûõ
àáåððàöèé, èíäóöèðîâàííûõ ãàììà-îáëó÷åíèåì, ÷åðåç 26 ÷; êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè SkQR1 (2, 5 èëè 20 íÌ) èëè C12R19
(20 íÌ) â òå÷åíèå 7 ñóò. Çäåñü è íà ðèñ. 3 è 5 äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò

êîíòðîëÿ îòìå÷åíà çâåçäî÷êîé (P < 0.05).

Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê K562 ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà
â êîíòðîëå (à) è â ïðèñóòñòâèè â òå÷åíèå 7 ñóò 20 íÌ

SkQR1 (á).



ðèñ. 1, à è ïðåäñòàâëåíû êàê îòíîøåíèå óðîâíÿ g-H2AX,
èíäóöèðîâàííîãî îáëó÷åíèåì (â ïðèñóòñòâèè è â îòñóò-
ñòâèå SkQR1), ê åãî ñîäåðæàíèþ â êîíòðîëå (áåç îáëó÷å-
íèÿ).

S k Q R 1 ñ í è æ à å ò ÷ è ñ ë î õ ð î ì î ñ î ì í û õ à á å ð -
ð à ö è é, è í ä ó ö è ð î â à í í û õ g - î á ë ó ÷ å í è å ì. Èçâå-
ñòíî, ÷òî á*îëüøàÿ ÷àñòü ÄÍÐ ðåïàðèðóåòñÿ ñî âðåìåíåì.
Íåðåïàðèðîâàííûå ÄÍÐ â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ïðèâîäÿò
ê îáðàçîâàíèþ õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé (Iliaks et al.,
2004). Â îòëè÷èå îò íîðìàëüíûõ êëåòîê êëåòêè ëèíèè
K562, êàê è áîëüøèíñòâî òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê,
îáëàäàþò íåïîñòîÿííûì êàðèîòèïîì. Êîëè÷åñòâî õðîìî-
ñîì â íèõ êîëåáëåòñÿ â çíà÷èòåëüíûõ ïðåäåëàõ. Ââèäó íå-
ïîñòîÿíñòâà ãåíîìà èçó÷àåìûõ êëåòîê ïðè ïîäñ÷åòå àáåð-
ðàöèé ìû îãðàíè÷èëèñü ó÷åòîì õðîìàòèäíûõ ôðàãìåí-
òîâ, ñèììåòðè÷íûõ è àñèììåòðè÷íûõ òðàíñëîêàöèé.
Îáëó÷åíèå êëåòîê K562 ïðèâîäèëî ê çíà÷èòåëüíîìó óâå-
ëè÷åíèþ ÷èñëà õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé. Â îäíîé êëåòêå
ìîãëî âîçíèêàòü îäíîâðåìåííî íåñêîëüêî àáåððàöèé,
áëàãîäàðÿ ÷åìó îáùåå ÷èñëî àáåððàöèé ïðåâîñõîäèëî
÷èñëî êëåòîê ñ àáåððàöèÿìè. Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ñ
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå SkQR1 íà îáðàçîâàíèå ÀÔÊ â êëåòêàõ K562
ïîñëå ãàììà-îáëó÷åíèÿ.

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ñ 20 íÌ SkQR1 â òå÷åíèå 7 ñóò. Îá îáðàçîâàíèè
ÀÔÊ ñóäèëè ïî ôëóîðåñöåíöèè çîíäà DCF-DA ÷åðåç 32 ÷ ïîñëå ãàì-
ìà-îáëó÷åíèÿ. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû êàê îòíîøåíèå óðîâíÿ ÀÔÊ â îá-

ëó÷åííûõ êëåòêàõ ê êîíòðîëüíîìó.

Ðèñ. 4. Íàêîïëåíèå SkQR1 â ðàçëè÷íûõ ñóáëèíèÿõ êëåòîê K562, ìå÷åííûõ àíòèòåëàìè ê P-ãëèêîïðîòåèíó Pgp 170.

à — èñõîäíàÿ ñóáëèíèÿ êëåòîê K562; á — ñóáëèíèÿ êëåòîê K562 ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì ÌËÓ è âûñîêèì ñîäåðæàíèåì Pgp 170; â — ñóáëèíèÿ êëåòîê
K562 ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì ÌËÓ â ïðèñóòñòâèè 5 ìêÌ ïëóðîíèêà L61 (èíãèáèòîðà Pgp 170). Â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó äîáàâëÿëè 50 íÌ SkQR1 íà

2 ÷, çàòåì îáðàáàòûâàëè àíòèòåëàìè ê Pgp 170. Êðàñíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ — SkQR1, çåëåíàÿ — Pgp 170. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 2.5 ìêì.



SkQR1 â êîíöåíòðàöèè 20 íÌ, ïðåäøåñòâóþùåå îáëó÷å-
íèþ, çíà÷èòåëüíî ñíèæàëî êîëè÷åñòâî õðîìîñîìíûõ
àáåððàöèé (ðèñ. 1, á). Àíàëîãè÷íûå äàííûå áûëè ïîëó÷å-
íû äëÿ êîíöåíòðàöèé SkQR1 íèæå 20 íÌ (äî 2 íÌ). Â êà-
÷åñòâå ñîåäèíåíèÿ, êîíòðîëüíîãî ê SkQR1, èñïîëüçîâàëè
ñîåäèíåíèå C12R19, ñîñòîÿùåå èç ðîäàìèíà è ëèíêåðà
(Ñ12) è íå ñîäåðæàùåå õèíîíà, ÿâëÿþùåãîñÿ àíòèîêñè-
äàíòíîé ñîñòàâëÿþùåé SkQR1. Ýòî ñîåäèíåíèå íå ïðåä-
îòâðàùàëî íàêîïëåíèÿ àáåððàöèé, ÷òî ïîäòâåðäèëî àíòè-
îêñèäàíòíóþ ïðèðîäó çàùèòíîãî äåéñòâèÿ SkQR1.

S k Q R 1 í å â ë è ÿ å ò í à ï ð î õ î æ ä å í è å ê ë å ò ê à -
ì è K 5 6 2 ô à ç ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à. Èçâåñòíî, ÷òî
ðàçëè÷íûå ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà ðàçëè÷àþòñÿ ïî ÷óâñò-
âèòåëüíîñòè ê îáëó÷åíèþ (Terasima, Tolmach, 1963).
Íàìè ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ
êëåòîê ïî ôàçàì öèêëà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå
7 ñóò â ïðèñóòñòâèè SkQR1 è â êîíòðîëå. Íà ðèñ. 2 ìîæíî
âèäåòü, ÷òî SkQR1 íå âëèÿë íà ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî
ôàçàì öèêëà. Òàêèì îáðàçîì, íåçàâèñèìî îò ïðèñóòñòâèÿ
SkQR1 îáëó÷åíèþ ïîäâåðãàëèñü êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ â
îäíèõ òåõ æå ôàçàõ öèêëà.

S k Q R 1 ï î ä à â ë ÿ å ò ã å í å ð à ö è þ î ò ñ ð î ÷ å í -
í û õ À Ô Ê , è í ä ó ö è ð î â à í í û õ ã à ì ì à - î á ë ó ÷ å -
í è å ì. Â êëåòêàõ K562 ñîäåðæàíèå âíóòðèêëåòî÷íûõ
ÀÔÊ óâåëè÷èâàåòñÿ ÷åðåç 32 ÷ ïîñëå ãàììà-îáëó÷åíèÿ.
Ïðèñóòñòâèå SkQR1 ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ îò-
ñðî÷åííûõ ÀÔÊ, ÷òî óêàçûâàåò íà èõ ìèòîõîíäðèàëüíîå
ïðîèñõîæäåíèå (ðèñ. 3). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî êóëüòèâè-
ðîâàíèå êëåòîê ñ SkQR1 íå âûçûâàëî çàìåòíûõ èçìåíå-

íèé óðîâíÿ ÀÔÊ â íåîáëó÷åííûõ êëåòêàõ. Íåäàâíî îïóá-
ëèêîâàíû ñõîäíûå äàííûå, ïîëó÷åííûå íà êëåòêàõ K562
(îáðàçîâàíèå ÀÔÊ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå Õ-îáëó÷åíèÿ) (Saen-
ko et al., 2013). Àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî ðîòåíîí (èíãèáèòîð
ìèòîõîíäðèàëüíîé NADH-îêñèäàçû) ÷àñòè÷íî áëîêèðóåò
îáðàçîâàíèå ïîçäíèõ ÀÔÊ, ÷òî õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ íà-
øèìè äàííûìè, óêàçûâàþùèìè íà èõ ìèòîõîíäðèàëü-
íóþ ïðèðîäó.

S k Q R 1 í å î á ë à ä à å ò ð à ä è î ï ð î ò å ê ò î ð í û ì
ä å é ñ ò â è å ì â ñ ó á ë è í è è ê ë å ò î ê K 5 6 2 ñ â û ñ î -
ê è ì ó ð î â í å ì Ì Ë Ó. Êàê íàìè áûëî ïîêàçàíî ðàíåå
(Fetisova et al., 2010; Ôåòèñîâà è äð., 2011), SkQR1 ÿâëÿ-
åòñÿ ñóáñòðàòîì ñèñòåìû, îáåñïå÷èâàþùåé ÌËÓ, è îòêà-
÷èâàåòñÿ èç êëåòîê ñ ïîìîùüþ Ð-ãëèêîïðîòåèíà (Pgp 170).
Îòêà÷êà SkQR1 íàãëÿäíî ïðîèëëþñòðèðîâàíà â ðåçèñòåí-
òíîé ñóáëèíèè K562 ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì Pgp 170.
Îêðàøèâàíèå êëåòîê àíòèòåëàìè ê Pgp 170 (çåëåíàÿ ôëó-
îðåñöåíöèÿ), â ñî÷åòàíèè ñ äåòåêöèåé ðîäàìèíîâîé ôëóî-
ðåñöåíöèè SkQR1 (êðàñíàÿ) ïîêàçàëî íàêîïëåíèå SkQR1
â êëåòêàõ ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì Pgp 170 (ðèñ. 4, à) è
ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå îòñóòñòâèå SkQR1 â êëåòêàõ ñ âûñî-
êèì óðîâíåì ýòîãî áåëêà (ðèñ. 4, á). Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ
ðîëè Pgp 170 â îòêà÷êå SkQR1 èñïîëüçîâàëè åãî èíãèáè-
òîð — ïëóðîíèê L61 (Kabanov et al., 2002; Melic-Nubarov,
Krylova, 2005). Âñòðàèâàÿñü â êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó, ïëó-
ðîíèê L61 èíãèáèðóåò àêòèâíîñòü Pgp 170, ÷òî ïðèâîäèò
ê íàêîïëåíèþ SkQR1 â êëåòêàõ ðåçèñòåíòíîé ñóáëèíèè
(ðèñ. 4, â). Ýôôåêòèâíàÿ îòêà÷êà SkQR1 èç êëåòîê ðåçè-
ñòåíòíîé ñóáëèíèè ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî åãî ðàäèîïðî-
òåêòîðíîå äåéñòâèå â ýòèõ êëåòêàõ íå ïðîÿâëÿåòñÿ. Êàê è
â ñëó÷àå èñõîäíîé ñóáëèíèè K562, ãàììà-îáëó÷åíèå ðå-
çèñòåíòíîé ñóáëèíèè ïðèâîäèëî ê ïîâûøåíèþ óðîâíÿ
g-H2AX è çíà÷èòåëüíîìó íàêîïëåíèþ õðîìîñîìíûõ
àáåððàöèé, íî ïðèñóòñòâèå SkQR1 íå âëèÿëî íà ïîâðåæ-
äåíèå ÄÍÊ (ðèc. 5, à, á).

Í à ê î ï ë å í è å S k Q R 1 â ê ë å ò ê à õ ð à ê à ì î ë î ÷ -
í î é æ å ë å ç û ÷ å ë î â å ê à, ï î ë ó ÷ å í í û õ è ç î ï å ð à -
ö è î í í û õ î á ð à ç ö î â. Âûñîêèé óðîâåíü ÌËÓ ÷àñòî íà-
áëþäàåòñÿ â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ îïóõîëåé. Íà ïðèìå-
ðå êëåòîê èç îïåðàöèîííîãî ìàòåðèàëà ðàêà ìîëî÷íîé
æåëåçû ÷åëîâåêà â ðÿäå ñëó÷àåâ óäàëîñü âûÿâèòü ïðè-
ñóòñòâèå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà áåëêà Pgp 170. Íàëè÷èå
áåëêà Pgp 170 êîððåëèðîâàëî ñ îòñóòñòâèåì èëè ñíèæå-
íèåì ñïîñîáíîñòè êëåòîê îïóõîëåé íàêàïëèâàòü SkQR1
(ðèñ. 6).

Îáñóæäåíèå

Äëÿ âûÿñíåíèÿ âîçìîæíîé ðîëè ìèòîõîíäðèàëüíûõ
ÀÔÊ â ðàäèàöèîííîì ïîâðåæäåíèè ÿäåðíîé ÄÍÊ ìû èñ-
ñëåäîâàëè âëèÿíèå ìèòîõîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííîãî àí-
òèîêñèäàíòà SkQR1 íà îáðàçîâàíèå ÄÍÐ è õðîìîñîìíûõ
àáåððàöèé. Èçâåñòíî, ÷òî â òå÷åíèå ïåðâûõ ìèíóò ïîñëå
îáëó÷åíèÿ ïðîèñõîäèò ãåíåðàöèÿ ïåðâè÷íûõ ÀÔÊ, îáó-
ñëîâëåííûõ ðàäèîëèçîì âîäû, êîòîðûå çàòåì áûñòðî èñ-
÷åçàþò (Yoshida et al., 2012). Ãåíåðàöèÿ ÀÔÊ â òå÷åíèå
30—60 ìèí ïîñëå îáëó÷åíèÿ ïîäòâåðæäàåòñÿ äàííûìè
ëèòåðàòóðû (Leach et al., 2001; Saenko et al., 2013), íî èõ
èñòî÷íèê ðàíåå íå áûë îïðåäåëåí. Îáðàçîâàíèå ÄÍÐ ìû
òåñòèðîâàëè ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ, è çàùèòíîå äåé-
ñòâèå SkQR1 óêàçûâàëî íà òî, ÷òî èíäóêòîðîì ÄÍÐ ÿâëÿ-
ëèñü ÀÔÊ, èìåþùèå ìèòîõîíäðèàëüíîå ïðîèñõîæäåíèå
(ðèñ. 1, à). Ýòîò âûâîä ïîäòâåðæäàåòñÿ äàííûìè î òîì,
÷òî îáðàçîâàíèå ÄÍÐ ñíèæàåòñÿ ïðè ãèïåðýêñïðåññèè

894 Å. Ê. Ôåòèñîâà è äð.

Ðèñ. 5. Âëèÿíèå SkQR1 (20 íÌ, 7 ñóò) íà íàêîïëåíèå ôîñôîðè-
ëèðîâàííîãî ãèñòîíà H2AX (à) è ÷èñëî õðîìîñîìíûõ àáåððà-
öèé (á) ïîñëå ãàììà-îáëó÷åíèÿ ñóáëèíèè êëåòîê K562 ñ âûñî-

êèì ñîäåðæàíèåì Pgp 170.

à, á — ÷åðåç 1 è 26 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ ñîîòâåòñòâåííî.



MnSOD (Hosoki et al., 2012). Ïî äàííûì äðóãèõ àâòîðîâ,
ýêñïðåññèÿ MnSOD ïðåäîòâðàùàëà ÄÍÐ ëèøü â òîì ñëó-
÷àå, åñëè ðåêîìáèíàíòíàÿ MnSOD áûëà àäðåñîâàíà â ìè-
òîõîíäðèè (Indo et al., 2012).

Êóëüòèâèðîâàíèå ñ SkQR1 ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ
÷èñëà õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé, èíäóöèðîâàííûõ ãàì-
ìà-îáëó÷åíèåì â êëåòêàõ K562 (ðèñ. 1, á), ÷òî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î âåäóùåé ðîëè ìèòîõîíäðèàëüíûõ ÀÔÊ â ðàçâè-
òèè ãåíåòè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè êëåòîê ïîñëå îáëó÷å-
íèÿ. Èçâåñòíî, ÷òî ãåíåòè÷åñêè íåñòàáèëüíûå êëåòêè
îòëè÷àþòñÿ ïîíèæåííûì ìåìáðàííûì ïîòåíöèàëîì ìè-
òîõîíäðèé è ïîâûøåííûì óðîâíåì ìèòîõîíäðèàëüíûõ
ÀÔÊ (Dahle et al., 2004), ÷òî ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî êàê
íåïðàâèëüíîé ñáîðêîé êîìïëåêñîâ äûõàòåëüíîé öåïè
(Dayal et al., 2009), òàê è ïîíèæåííîé àêòèâíîñòüþ
MnSOD (Kim et al., 2006a, 2006b). Ïîêàçàíî âîçíèêíîâå-
íèå íåñòàáèëüíîñòè ãåíîìà ïðè õðîíè÷åñêîì âîçäåéñò-
âèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà (Limoli et al., 2003). Ïðåä-
ïîëàãàåòñÿ, ÷òî ïðè÷èíîé âîçíèêíîâåíèÿ ãåíåòè÷åñêîé
íåñòàáèëüíîñòè ïðè îáëó÷åíèè ìîæåò ñëóæèòü ïåðñèñòè-
ðóþùèé îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ (Yoshida et al., 2012).
SkQR1 ïðåäîòâðàùàë ãåíåðàöèþ ÀÔÊ, íàáëþäàâøóþñÿ

÷åðåç 32 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ (ðèñ. 3). Ðàíåå ìû íàáëþäàëè
ïîäàâëåíèå ñ ïîìîùüþ ìèòîõîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííûõ
àíòèîêñèäàíòîâ îáðàçîâàíèÿ ÀÔÊ, èíäóöèðîâàííûõ ðàç-
ëè÷íûìè ïðîîêñèäàíòàìè (Àíòîíåíêî è äð., 2008; Fetiso-
va et al., 2010). Ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî íàðóøåíèÿ ôóí-
êöèîíèðîâàíèÿ ìèòîõîíäðèé ïîä äåéñòâèåì ÀÔÊ, âîçíè-
êàþùèõ ïðè îáëó÷åíèè, ìîãëè èíèöèèðîâàòü ïðîäóêöèþ
îòñðî÷åííûõ ÀÔÊ, âîçíèêàþùèõ çíà÷èòåëüíîå âðåìÿ
ñïóñòÿ ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Ñîãëàñíî íàøèì äàííûì,
SkQR1 áëîêèðîâàë ôîðìèðîâàíèå ÄÍÐ óæå ÷åðåç 1 ÷ ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ, è ýòî óêàçûâàëî íà ðàííåå îáðàçîâàíèå
ìèòîõîíäðèàëüíûõ ÀÔÊ. Âîçìîæíî, èíãèáèðóÿ ðàííèå
ÀÔÊ, SkQR1 áëîêèðóåò èíäóêöèþ èìè ïîñëåäóþùåé ãå-
íåðàöèè ÀÔÊ (îòñðî÷åííûõ) è îáðàçîâàíèå õðîìîñîì-
íûõ àáåððàöèé. Ýòîò âûâîä ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè î òîì,
÷òî ãåííàÿ òåðàïèÿ ñ ïîìîùüþ âåêòîðà, êîäèðóþùåãî
MnSOD, ïðåïÿòñòâóåò ðàçâèòèþ íåñòàáèëüíîñòè ãåíîìà â
îáëó÷åííûõ êëåòêàõ (Niu et al., 2010). Ïîëó÷åííûå íàìè
ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ìèòîõîíäðèàëü-
íî-íàïðàâëåííûå àíòèîêñèäàíòû ìîãóò áûòü èñïîëüçîâà-
íû äëÿ áîðüáû ñ îòäàëåííûìè ïîñëåäñòâèÿìè îáëó÷åíèÿ,
òàêèìè êàê íåñòàáèëüíîñòü ãåíîìà.

Ìèòîõîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííûé àíòèîêñèäàíò SkQR1 èçáèðàòåëüíî çàùèùàåò êëåòêè 895

Ðèñ. 6. Íàêîïëåíèå SkQR1 (50 íÌ, 2 ÷) â êëåòêàõ ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû ÷åëîâåêà, ïîëó÷åííûõ èç ðàçíûõ îïåðàöèîííûõ îáðàçöîâ
(à—â) è ìå÷åííûõ àíòèòåëàìè ê Pgp 170.

à — êëåòêè ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì Pgp 170; á — êëåòêè ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì Pgp 170; â — ñîñåäñòâóþò êëåòêè ñ âûñîêèì è íèçêèì ñîäåðæàíèåì
Pgp 170. Êðàñíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ — SkQR1, çåëåíàÿ — Pgp 170. Êóëüòèâèðîâàíèå: ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà». Ìàñøòàáíûé îòðåçîê —

2.5 ìêì.



Ðàäèîòåðàïèÿ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ìåòîäîâ
òåðàïèè ìíîãèõ îïóõîëåé, è â ÷àñòíîñòè òåõ èç íèõ, êîòî-
ðûå íå÷óâñòâèòåëüíû ê õèìèîòåðàïèè áëàãîäàðÿ ÌËÓ.
Íîðìàëüíûå òêàíè, íàõîäÿùèåñÿ â íåïîñðåäñòâåííîé
áëèçîñòè îò îïóõîëè, òàêæå ïîäâåðãàþòñÿ îáëó÷åíèþ,
÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê íåãàòèâíûì ïîñëåäñòâèÿì. Ðàíåå
ìû ïîêàçàëè (Fetisova et al., 2010; Ôåòèñîâà è äð., 2011),
÷òî SkQR1 ÿâëÿåòñÿ ñóáñòðàòîì òðàíñïîðòíîãî áåëêà
Pgp 170, îïðåäåëÿþùåãî ÌËÓ âî ìíîãèõ îïóõîëÿõ. Ýòîò
âûâîä ïîäòâåðäèëè ýêñïåðèìåíòû ñ ðàçëè÷íûìè ñóáëè-
íèÿìè êëåòîê K562 (ðèñ. 5) è ñ êëåòêàìè îïåðàöèîííûõ
îáðàçöîâ ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû ÷åëîâåêà (ðèñ. 6). Ñåëåê-
òèâíî íàêàïëèâàÿñü â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ (íå èìåþùèõ,
êàê ïðàâèëî, ÌËÓ), SkQR1 ñïîñîáåí èçáèðàòåëüíî çàùè-
ùàòü èõ îò ïîðàæàþùåãî äåéñòâèÿ îáëó÷åíèÿ. Â òî æå
âðåìÿ îïóõîëåâûå êëåòêè, îáëàäàþùèå âûñîêèì óðîâíåì
ÌËÓ, ýôôåêòèâíî îòêà÷èâàþò SkQR1, òàê ÷òî îí íå ïðå-
ïÿòñòâóåò ðàäèîòåðàïèè ýòèõ îïóõîëåé.

Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà ïðèìåðå êëå-
òîê ýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 ïîêàçàíû ðàäèî-
ïðîòåêòîðíûå ñâîéñòâà ìèòîõîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííîãî
àíòèîêñèäàíòà SkQR1. Ïðèñóòñòâèå SkQR1 â ñðåäå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ óìåíüøàëî ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ (ÄÍÐ), óìåíü-
øàëî ÷èñëî õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé, èíãèáèðîâàëî îáðà-
çîâàíèå îòñðî÷åííûõ ÀÔÊ, èíäóöèðîâàííûõ ãàììà-îá-
ëó÷åíèåì. Ïîäàâëÿÿ îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ è íîðìàëèçóÿ
ôóíêöèè ìèòîõîíäðèé, ìèòîõîíäðèàëüíî-íàïðàâëåííûå
àíòèîêñèäàíòû ìîãóò ñëóæèòü äëÿ çàùèòû êëåòîê êàê îò
íåìåäëåííîãî ïîâðåæäåíèè ÄÍÊ, òàê è îò îòäàëåííûõ
ïîñëåäñòâèé îáëó÷åíèÿ, òàêèõ êàê íåñòàáèëüíîñòü ãåíî-
ìà. Ñåëåêòèâíàÿ îòêà÷êà SkQR1 èç êëåòîê, îáëàäàþùèõ
âûñîêèì óðîâíåì ÌËÓ, îòêðûâàåò ïåðñïåêòèâû åãî èñ-
ïîëüçîâàíèÿ äëÿ çàùèòû îò îáëó÷åíèÿ íîðìàëüíûõ òêà-
íåé âî âðåìÿ ðàäèîòåðàïèè îïóõîëåâûõ íîâîîáðàçîâà-
íèé, îáëàäàþùèõ ÌËÓ.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü çàâ. îòäåëîì Ïàòî-
ëîãîàíàòîìè÷åñêîãî îäåëåíèÿ îïóõîëåé ÐÎÍÖ
èì. Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÍ À. È. Êàðñåëàäçå è ñîòðóäíèêó
îòäåëà Ñ. Ò. Êàäûðîâîé çà ïðåäîñòàâëåíèå îïåðàöèîí-
íîãî ìàòåðèàëà îïóõîëåé, à òàêæå ñòàðøåìó íàó÷íîìó
ñîòðóäíèêó Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêîãî èíñòèòóòà ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîé äèàãíîñòèêè è òåðàïèè îïóõîëåé ÐÎÍÖ
èì. Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÍ Ë. Ô. Ìîðîçîâîé çà êîíñóëüòà-
öèþ ïî êóëüòèâèðîâàíèþ êëåòîê îïåðàöèîííîãî ìàòåðè-
àëà èç îïóõîëåé ÷åëîâåêà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîäääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 12-04-01563-à è 13-04-40309-í) è Ðîññèéñêîãî íàó÷-
íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-24-00107).

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Àíòîíåíêî Þ. Í., Àâåòèñÿí À. Â., Áàêååâà Ë. Å., ×åð-
íÿê Á. Â., ×åðòêîâ Â. À., Äîìíèíà Ë. Â., Èâàíîâà Î. Þ., Èçþ-
ìîâ Ä. Ñ., Õàéëîâà Ë. Ñ., Êëèøèí Ñ. Ñ., Êîðøóíîâà Ã. À., Ëÿì-
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MITOCHONDRIA-TARGETED ANTIOXIDANT SkQR1 SELECTIVELY PROTECTS

MDR-NEGATIVE CELLS AGAINST IONIZING RADIATION
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Radioprotection appeared to be an important problem of today due to atom energetic development and uti-
lization of radiation material in the industry, science and medicine. It has been shown that mitochondrial targe-
ted antioxidant SkQR1 could attenuate radiation injury of human erythroleukemia K562 cells. Pretreatment
with SkQR1 before irradiation decreased DNA double strand breaks formation, diminished the number of chro-
mosomal aberrations and suppressed delayed ROS production. Prevention of oxidative stress and normalization
of mitochondrial function by mitochondria-targeted antioxidants may be a potential therapeutic strategy not on-
ly against immediate consequences of radiation, but, either against its late consequences such as genomic insta-
bility. SkQR1 did not protect against radiation-induced damage the K562 subline with high level of multidrug
resistance (MDR) due to SkQR1 extrusion with Pgp 170 MDR pump. We suggest that mitochondria-targeted
antioxidants might be used for selective protection of normal cells against radiation-induced damage without
interference with radiotherapy of MDR-positive tumors.

K e y w o r d s: antioxidants, chromosomal aberrations, double strand breaks (DSB), mitochondria, multi-
drug resistance (MDR), radioprotection, reactive oxygen species (ROS).
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